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Лабораторная диагностика острых лейкозов 
(ОЛ) начинается с выявления в периферической 
крови и костном мозгу бластных клеток, которые 
идентифицируются методом световой микроско-
пии. Иммунодиагностика, как следующий этап 
диагностики, основана на сопоставлении морфо-
функциональных и иммунофенотипических ха-
рактеристик лейкозных бластов и нормальных/не-
трансформированных клеток гемопоэза. Первым 
шагом иммунофенотипирования является выделе-
ние пула злокачественных клеток из общей попу-
ляции. Для этого необходимо отделить собственно 
бластные клетки от детрита, слипшихся клеток, ко-
торые могут в разном количестве присутствовать в 
анализируемом образце, а также от некоторого ко-
личества нормальных клеток, которые могут сохра-
няться в пробе. Надо также помнить о возможном 
разведении образца периферической кровью. Все 
эти факторы могут серьезно повлиять на конечный 
результат исследования. Недостаточно четкое гей-
тирование (выделение бластной популяции) может 
привести к неверным выводам при анализе имму-
нофенотипа.
Нашей задачей было проанализировать разли-
чия в экспрессии общелейкоцитарного антигена 
CD45 на поверхностных мембранах нормальных 
лимфоцитов и бластов для иммуноцитофлюори-
метрического разграничения зрелых лимфоцитов 
и лейкемических клеток при диагностике острых 
лейкозов. 
ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В настоящее исследование включены пациенты 
(n = 74) с ОЛ, находившиеся на лечении в Отделе-
нии онкогематологии для детей Института неотлож-
ной и восстановительной хирургии им. В.К. Гусака 
АМН Украины в период 2005–2007 гг. Среди обсле-
дованных было 25 девочек (33,8%) и 49 мальчиков 
(66,2%). Средний возраст пациентов — 7,1 года. Са-
мому младшему ребенку было 3 мес, самому старше-
му больному — 18 лет. У всех пациентов было прове-
дено иммунофенотипирование методом проточной 
цитометрии. Для анализа светорассеяния нормаль-
ных лимфоцитов использовали венозную кровь ге-
матологически здоровых доноров (n = 19).
Материалом для проточноцитометрического ис-
следования у больных с ОЛ являлись костный мозг 
и периферическая кровь. Вид подготовки пробы по 
протоколу: окрашивание — лизис — отмывка. Про-
цедура настройки прибора и контроль качества его 
работы осуществлялся сервисной службой украин-
ского представителя Becton Dickinson (BD) фир-
мой Bioline-Ukraine. Анализ проводили с помо-
щью программного обеспечения FACSComp (BD), 
программа CellQUEST. При учете результатов ре-
гистрировали как процент клеток, экспрессирую-
щих маркер, так и среднюю интенсивность флюо-
ресценции (СИФ), которую выражали в условных 
единицах (усл. ед.), соответствующих среднему ка-
налу максимального свечения маркера. Позитив-
ность определяли по отношению к негативному 
изотипическому контролю. Статистическую обра-
ботку полученных данных проводили с помощью 
стандартной прикладной программы Microsoft Ex-
cel 2003, рассчитывая средние значения показате-
лей, ошибку средней и достоверность различий по 
t-критерию Стьюдента. Коэффициент корреляции 
r рассчитывали по Пирсону.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Объектом исследования при диагностике ОЛ яв-
лялась популяция лейкемических клеток, которую 
было необходимо выявить в общей массе клеток и 
охарактеризовать. Анализ клеточной популяции 
методом проточной цитометрии основан на изме-
рении отдельных клеток (или какой-либо «биоло-
гической частицы», включая изолированное ядро, 
хромосомные препараты или микробиологические 
организмы) в жидком потоке, во время их прохож-
дения через монохроматический свет, продуци-
руемый лазером. Физические свойства, такие как 
размер и диаметр ядра, наличие цитоплазматиче-
ских гранул, могут быть измерены у отдельной не-
окрашенной клетки. На основании указанной ин-
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формации мы можем разделить все лейкоциты на 
3 основные популяции: лимфоциты, гранулоци-
ты и моноциты. Анализ клеток при ОЛ в целом со-
ответствует тому, что используется при лимфопро-
лиферативных заболеваниях. Для этого выделяют 
определенную популяцию клеток и осуществляют 
более прицельный анализ с помощью логического 
ограничения (гейтирования) по физическим харак-
теристикам клеток и/или на основании экспрессии 
определенного маркера. 
На двухмерных гистограммах (FSC/SSC), где 
ось x отражает размеры клеток, а ось y — грануляр-
ность, положение нормальных клеток определя-
ется в зависимости от их физических параметров 
(рис. 1).
Рис. 1. Расположение кластеров нормальных клеток
Из представленных данных видно, что лимфо-
циты, как клетки довольно небольшого размера, с 
невысокой степенью гранулярности, имеют низкие 
значения как по оси x, так и по оси y. Моноцитар-
ный гейт касается лимфоцитарного гейта с превы-
шением значения SSC в 1,5 раза. Гранулоцитарный 
гейт касается моноцитарного гейта и распространя-
ется вверх по всей оси SSC.
Анализ клеток при ОЛ также начинается с выде-
ления популяции бластных клеток. В большинстве 
случаев он ведется в полигоне, по светорассеянию, 
соответствующему лимфоцитам. Если количество 
бластных клеток велико (70–90%), анализирует-
ся весь регион. Если популяция малоклеточная (до 
50%) и присутствуют в большом количестве остав-
шиеся нормальные лимфоциты, то по параметрам 
светорассеяния невозможно разграничить бластные 
клетки и нормальные лимфоциты периферической 
крови (ЛПК). Как видно на рис. 2, популяция бла-
стов вследствие большой гетерогенности клеток, 
входящих в ее состав, не может быть идентифици-
рована по параметрам FSC/SSC. Поэтому для бо-
лее детальной характеристики клеточного полигона 
мы анализировали уровень экспрессии CD45 в со-
четании с боковым светорассеянием (SSC/CD45). 
Оценка экспрессии данного антигена представляет-
ся важной потому, что общелейкоцитарный антиген 
CD45 (трансмембранный гликопротеин) присут-
ствует на всех лейкоцитах вне зависимости от сте-
пени дифференцировки, однако уровень экспрес-
сии может быть различным на нормальных и пато-
логически измененных клетках. 
В подавляющем большинстве проанализиро-
ванных нами случаев ОЛ гистограмма SSC/CD45 
(ось x отражает уровень экспрессии CD45, а ось y — 
гранулярность) позволяла более точно, по срав-
нению с возможностями гистограммы FSC/SSC, 
разделить низкогранулярные клетки на нормаль-
ные (нетрансформированные) лимфоциты и опу-
холевые (лейкемические) бласты, то есть выявить 
патологическую популяцию. На рис. 3 показано, 
что бластные клетки занимают по оси x (на гисто-
грамме справа) мес то, которое пустует в образце 
здорового донора. То есть, бластные клетки, об-
ладая одинаковой гранулярностью с нормальны-
ми лимфоцитами, имеют более низкий уровень 
экспрессии CD45.
Однако визуальная оценка интенсивности экс-
прессии CD45 не позволяет обеспечить абсолют-
ную надежность гейтирования, так как можно от-
мечать случаи, когда часть или все лейкозные клет-
Рис. 2. Расположение бластной популяции при остром лейкозе
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ки отрицательны по этому антигену или значения 
экспрессии CD45 приближаются к таковым на нор-
мальных лимфоцитах.
Мы проанализировали и такие характеристи-
ки антигена CD45, как плотность его распределе-
ния на мембране позитивных клеток по СИФ. Зна-
чение показателей интенсивности флюоресценции 
в настоящее время активно изучается с точки зре-
ния возможности их потенциального использова-
ния для повышения точности диагностики лейко-
зов, для получения более глубокой информации о 
биологической сущности бластных клеток, что мо-
жет оказаться полезным для прогнозирования ис-
хода заболевания. При учете результатов мы реги-
стрировали как процент клеток, экспрессирующих 
маркер CD45, так и СИФ. СИФ во всех пробах с от-
рицательным изотипическим конт ролем определя-
лась в диапазоне от 2,9 до 4,5 усл. ед. как по оси FL1 
(соответствующей МкАТ, меченным FITC), так и по 
оси FL2 (соответствующей МкАТ, меченным РЕ). 
Диапазон СИФ маркерa CD45 на бластных клетках 
колебался от 25 до 1400 усл. ед., что в 10–50 раз пре-
вышало интенсивность свечения изотипического 
контроля и исключало возможность ошибки. 
В результате анализа 19 образцов ЛПК здоровых 
доноров мы установили, что интенсивность экс-
прессии CD45 на ЛПК в контрольной группе коле-
балась от 212 до 576,3 усл. ед. При фенотипирова-
нии 74 больных ОЛ (В-ОЛЛ, n = 54; Т-ОЛЛ, n = 14; 
ОМЛ, n = 6) на этапе диагностики выявлено, что 
зрелые лимфоциты отличались от бластов более 
яркой экспрессией CD45 во всех случаях. На одно-
мерной гистограмме были хорошо различимы два 
пика CD45+-клеток (рис. 4). Пик с более высокой 
плотностью экспрессии соответствовал оставшим-
ся нормальным клеткам и располагался правее по 
оси х. СИФ CD45 на остаточных нормальных лим-
фоцитах колебалась от 235,0 до 506,3 усл. ед., что 
было близко к таковым показателям ЛПК здоро-
вых доноров.
Рис. 4. Одномерная гистограмма СИФ CD45+-клеток
Эффективность разделения лимфоцитов и бла-
стов при ОЛЛ подтверждена на основании того, 
что на лимфоцитах отсутствовали маркеры клеток-
предшественников (TdT, CD10 и CD34), которые 
были экспрессированы на бластах различных ли-
ний дифференцировки. 
Интенсивность экспрессии CD45 на бластах 
в группе пациентов с ОЛ варьировала от 13,32 до 
201,65 усл. ед. Таким образом, экспрессия панлей-
коцитарного антигена CD45 на ЛПК здоровых до-
норов и остаточных нормальных лимфоцитах паци-
ентов с ОЛ была значительнее интенсивной, чем на 
бластных клетках. На рис. 4 показана одномерная 
гисто грамма СИФ CD45+-клеток (р ≤ 0,001) у паци-
ентов с ОЛ. Правый пик соответствует оставшимся 
нормальным лимфоцитам, левый — популяции бла-
стов. Цифровые значения полученных результатов 
отражены в таблице.
Таблица
Сопоставление СИФ CD45 лимфоцитов и лейкемических бластов
Нозологические группы СИФ CD45 (усл. ед.)лимфоциты бласты
Здоровые лица — доноры, n = 19 393,65 ± 11,0 –
В-ОЛЛ, n = 54 203,34 ± 11,2 142,7 ± 25,3*
Т-ОЛЛ, n = 14 197,8 ± 24,3 99,6 ± 27,7*
ОМЛ,n = 6 221,1 ± 2,7 113,6 ± 21,8*
*p < 0,001.
Рис. 3. Уровень экспрессии CD45 на бластных клетках и нормальных лимфоцитах (слева — здоровый донор, спра-
ва — пациент с ОЛ)
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Различия СИФ CD45 лимфоцитов и бластов 
были достоверны во всех группах больных ОЛ, что 
подтверждает визуальную информацию раздельно-
го расположения кластеров этих типов клеток на ги-
стограммах, учитывающих экспрессию CD45. 
Отличия СИФ CD45 лимфоцитов и бластов па-
циентов с различиными формами ОЛ представле-
ны графически на рис. 5.
Рис. 5. СИФ CD45 на лимфоцитах и бластных клетках при 
различных формах ОЛ
Таким образом, при выполнении иммунофено-
типической диагностики показатель СИФ общелей-
коцитарного маркера CD45 помогает отличить со-
хранившиеся нормальные клетки от бластов и бла-
годаря этому избежать ошибочных заключений при 
характеристике ОЛ. При анализе лейкозов с нали-
чием бластных клеток с атипичной экспрессией ан-
тигенов СИФ CD45 можно рассматривать как до-
полнительный критерий дифференциальной диа-
гностики цитологических вариантов ОЛ.
ВЫВОДЫ
По параметрам светорассеяния и экспрессии 
антигена CD45 бластные клетки четко характери-
зуются невысоким уровнем гранулярности и низ-
ким уровнем экспрессии CD45 (СИФ 118,6 ± 13,1) 
по сравнению с лимфоцитами (СИФ 393,65 ± 11,0). 
Гейтирование по CD45 позволяет достаточно точ-
но идентифицировать лимфоциты при ОМЛ и ци-
тологических вариантах ОЛЛ, что является удобным 
средством идентификации лейкемических клеток, 
обычно занимающих (на гистограмме SSC/CD45) 
то положение, где располагается малое количество 
сохранившихся нормальных клеток. 
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ESTIMATION OF LEVEL OF AN EXPRESSION 
OF A CD45 AT THE ANALYSIS OF BLAST 
POPULATIONS IN CHILDREN WITH ACUTE 
LEUKEMIAS
E.V. Vilchevskaja, V.V. Tjutjunnik
Summary. Results of studying of distribution antigen CD45 
surface membrane of lymphocytes in healthy donors (n = 9) 
and acute leukemias patients (n = 74) at diagnostics stage 
were presented. Mature lymphocytes differed from leukemic 
blast cells through higher expression of antigen CD45. 
Gaiting on CD45 will allows better to identify lymphocytes 
at all variants of AML and ALL, that is convenient means 
of identifications of pathological cells.
Key Words: acute leukemia, bone marrow, 
lymphocytes, intensity of fluorescence, gaiting.
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